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(54) Title: PROCESS AND DEVICE FOR OPTICALLY MEASURING A POINT ON A SAMPLE WITH HIGH LOCAL RESOLUTION 

(54) Bezeichnung: VORRICHTUNG UND VERFAHREN ZUM OPTISCHEN MESSEN EINES PROBENPUNKTES EINER PROBE 
MTT HOHER ORTSAUFLOSUNG 

(57) Abstract 

The invention relates to a device for 
the optical measurement of a point (7) on a 
sample (8) with high local resolution, with a 
light source (1) to emit a beam (16) suitable 
for exciting an energy state in the sample 
(8), and object lens (6) to focus the exciting 
beam (16) on the point (7) on the sample 
(8) arranged in the focal field of the object 
lens (6), a separating device (5) to separate 
the emitted light spontaneously radiated owing 
to the excitation of the energy state and a 
detector (9) to detect the emitted light, and a 
corresponding process.' The lateral resolution 
of the device and the process is improved 
in that there is a stimulation light beam (17) 
from the exciting light source (1) to generate 
stimulated emission at the point (7) on the 
sample (8) excited by the light beam (16), in which the exciting light beam (16) and the stimulation light beam (17) are arranged in 
such a way that their intensity distributions partly overlap in the focal region. 




(57) Zusammenfassung 

Die Erfindung betrifft eine Vomchtung zum optischen Messen eines Probenpunktes (7) einer Probe (8) mit hoher Ortsaufl5sung, mit 
einer Lichtquelle (1) zum Ausseriden eines zum Anregen eines Energiezustandes der Probe (8) geeigneten Anregungslichtstrahls (16), einem 
Objektiv (6) zum Fokussieren des Anregungslichtstrahls (16) auf den Probenpunkt (7) der im Fokalbereich des Objektivs (6) anordenbare 
Probe (8), einer Separationseinrichtung (5) zum Herausseparieren des von der Probe (8) aufgrund der Anregung des Energiezustandes spontan 
abgestrahJten Emissionslichts und einem Detektor (9) zum Nachweis des Emissionslichts sowie ein entsprechendes Verfahren. Die laterale 
Aufidsung der Vomchtung und des Verfahrens werden dadurch verbessert, daB ein von der Uchtquelle (1) kommende Stimulationslichtstrahl 
(17) zum Erzeugen stimulierter Emission der von dem Anregungslichtstrahl (16) angeregten Probe (8) in dem Probenpunkt (7) vorgesehen 
isU wobei der Anregungslichtstrahl (16) und der Stimulationslichtstrahl (17) derart angeordnet sind, daB sich ihre Intensitatsverteilungen im 
Fokalbereich teilweise decken. 
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Vorrichtung und Verfahren sum optiscben Messen eines Proben- 
punktes einer Probe mit hoher Ortsauflosung 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zum optischer. Messen 
5 eines Probenpunktes einer Probe mit hoher Ortsauf losung, mit 
einer Lichtquelle zum Aussenden eines zum Anregen eines Ener- 
giezustandes . der Probe geeigneten Anregungslichtstrahls, 
einem Objektiv zum Fokussieren des Anregungslichtstrahls auf 
den Probenpunkt, der im Fokalbereich des Objektivs anordenba- 
10 ren Probe, einer Separationseinrichtung zum Herausseparieren 
des von der Probe aufgrund der Anregung des Energiezustandes 
spontan abgestrahlten Emissionsiichts und einem Detektor zum 
Nachweis des Emissionsiichts ♦ 

15 Ferner betrifft die Erfindung ein Verfahren zum optischen 
Messen eines Probenpunktes einer Probe mit hoher Ortsaufld- 
sung, bei dem ein Anregungsiichtstrahl auf den zu messenden 
Probenpunkt mittels eines Objektivs fokussiert wird und dort 
den Energiezustand anregt, und bei dem das von dem 

20 Probenpunkt aufgrund der Anregung des Energiezustands spontan 
emittierte Emissionslicht heraussepariert und nachgewiesen 
wird, 

Eine solche Vorrichtung und ein solches Verfahren sind aus 
25 der Praxis bekannt. Sie finden ihre Anwendung z. £ . bei 
Mikroskopen und insbesondere bei Rastermikroskopen. Mit einem 
Rastermikroskop werden einzelne Probenpunkte abgetastet und 
gemessen. Auf diese Weise kann die Probe dreidimensional ver- 
messen werden. Es werden lumineszierende, insbesondere fiuc- 
30 reszierende oder phosphoreszierende Proben oder mit entspre- 
chenden Farbstoffen versehene Proben verwendet. 

Bei einer solchen Vorrichtung und einem solchen Verfahren ist 
es wiinschenswert, eine gute Ortsauf losung zu erreichen* Die 
35 Ortsauf losung ist durch die raumliche Ausdehnung der 
sogenannten effektiven Punktabbiidungsfuktion gegeben. Diese 
ist eine ortsabhangige Funfction, die die Wahrscheinlichkeit 
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quantif iziert, mit der aus einem bestimmten Punkt des 
Fokalbereichs ein Photon spontan emittiert wird. Sie ist mit 
der r&umlichen Verteilung der Wahrscheinlichkeit, da£ an 
einem bestimmten Punkt des Fokalbereichs der Energiezustand 
5 angeregt ist, identisch. Bei herkGmmlichen Fioureszenzmikro- 
skopen ist die effektive Punk tabbildungsfukt ion identisch mit 
der Punktabbildungsfunktion des Objektivs bei der Welienlange 
des Anregungslichts, welche die Intensitatsverteiiung des 
Anregungslichts im Fokalbereich des Objektivs angibt und aus 

10 quantenmechanischer Sicht die Wahrscheinlichkeit quantifi- 
ziert, mit der ein Beleuchtungsphoton in einem bestimmten 
Punkt des Fokalbereichs anzutreffen ist* Bei einem Rastermi- 
kroskop ist die Unterteilung der Rasterung durch die Ortsauf- 
losung begrenzt. Bei einer besseren Ortsaufldsung kann daher 

15 eine feinere Unterteilung gewahlt werden, mit der eine 
bessere Aufidsung des rekonstruierten Bildes erzielt werden 
kann. 

Es ist be kann t, daJ5 bei einem Restermikrcskop die Auflbsung 

20 dadurch verbessert werden kann, daft das von der Probe emit- 
tierte I/icht auf den Punktdetektor abgebildet wird/ der in 
einer zu der Fokalebene des Objektivs konjugierten Ebene 
angeordnet ist. Eine solche Anordnung wird als konfokale 
Anordnung bezeichnet* Die bessere Auf losung kommt dadurch 

25 zustande, daB zwei Punktabbildungsfunktionen die Abbildung im 
konvokalen Rastermi kroskop hestimmen: Die effektive Punkt- 
abbildungsfunktion und die Detektionsabbildungsfunktion, 
welche die Abbildung des von der Probe emittierten, zu 
detektierenden Lichts in den Punktdetektor beschreibt und aus 

30 quantenmechanischer Sicht die Wahrscheinlichkeit quantifi- / 
ziert, mit der ein aus dem Fokalbereich emittiertes Photon in 
den Punktdetektor gelangt. Da sowohl Beleuchtung und Detek- 
tion .stattfinden mtissen, ist die Punkt abbildungsfunktion 
eines konfokaien Rastermi kroskops das Produkt aus beiden 

35 wahrscheiniichkeitsverteiluncen, d, h. aus der effektiven 
Punkt -Abbildungsfunktion und der Detektionspunkt -Abbildungs- 
funktion. Dies fuhrt zu eine^ deutlich schmaieren Haupt- 
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maximum der konfokalen Punktabbiidungsf unktion im Vergleich 
zu emem nicht konfokal angeordneten Mikroskop. "Dies 
entspncht einer hoheren Auficsur.g des konfokalen Mikroskops 
und bewirkt eine Diskriminierung aller Puhkte, die sich nicht 
5 in der unmittelbaren Umgebung des Fokus befinden. Letzteres 
ist Voraussetzung far die Ersteilung dreidimensionaler Bilder 
im Rasterverfahren. 

Der Erf indung liegt die Auf gabe zugrunde, die gattungsgemafie 
10 Vorrichtung und das gattungsgemafie Verfahren derart zu ver- 
bessern, daii eine grSBere Ortsauf losung erzielt wird. 

Hinsichtlich der Vorrichtung wird diese Auf gabe erfindungsge- 
roaft durch einen von der Lichtguelle kommenden Stimulations- 
15 lichtstrahl zur Erzeugung stimulierter Emission der von dem 
Anregungslichtstrahl angeregten Probe in dem Probenpunkt 
gelost, wobei der Anregungslichtstrahl una der Stimulations- 
lichtstrahl derart angeordnet sind, daS sich ihre Intensi- 
tatsverteiiungen im Fokalbereich teilweise decken. 

20 

Hinsichtiich des Verfahrens wird die Aufgabe erfindungsgemSfl 
dadurch gei5st, dafi die von dem Anregungslichtstrahl ange- 
regte Probe in dem Probenpunkt durch einen Stimulationslicht- 
strahi zu stimuiierte Emission veranlafct wird, wobei sich die 
25 Intensitatsverteiiungen des Anregungslichtstrahls und des 
Stimuiationslichtstrahis im Fokalbereich des Objektivs teil- 
weise decken. 

Durch die durch den Stimulations lichtstrahl induzierte stimu- 
30 lierte Emission der von dem Anregungslichtstrahl angeregten 
Probe in dem Deckungsbereich der Intensitatsverteiiungen des 
Anregungslichts und des Stimulationslichts im Fokalbereich 
des Objektivs wird bewirkt, dafi die angeregten Energiesu- 
stande im Deckungsbereich abgeregt werden und nicht mehr zu 
35 der zu detektierenden spontan emittierten Strahlung beitragen 
kSnnen. Die effektive Punktabbildungsfunktion, die im norma- 
len Fluoreszenzmikroskop identisch mit der Punktabbildungs- 
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funktion des Objektivs bei der Welienlange des Anregungs- 
lichts ist, wird dadurch verschmaiert . Dies entspricht einer 
erhohten rauialichen Aufi$sung. Die Verbesserung der Ortsauf - 
Ibsung 1st von der Art der . Deckung der Intensitatsverteiiun- 
gen abhfcngig. Es kann sowohi eine laterale als auch eine 
axiale Verbesserung in der Ortsauf ISsung erzielt werden. 

einer Weiterbildung der Erfindung ist es vorteilhaft, 
wenn die Probe auf .einem Positioniertisch angeordnet ist, mic 
dem eine mechanische Rasterbewegung zumindest in Richtung der 
optischen Achse durchftihrbar ist. Die Vorrichtung entspricht 
dann einem Rastermikroskop, bei dem die Probe zumindest 
entlang der optischen Achse abgerastert werden kann. In 
diesem Fall ist eine Verbesserung der Ortsauf losung in 
axialer Richtung besonders vorteilhaft, da dann in dieser 
Richtung durch f eine res Rasters eine bessere Auflosung 
erzielt werden kann. Ein weiterer Vorteil kann erreicht 
werden, wenn zwischer. der Lichtqueiie und dem Objektiv eine 
Strahirastereinrichtung zum gesteuerten Abrastern der Probe 
mit dem Anregungsiichtstrahl und dem Stimulationsiichtstrahl 
vorgesehen ist* Die Vorrichtung wird els Rastermikroskop 
verwendet, bei dem die Probe lateral oder dreidiraensional 
abgerastert werden kann. 3ei einem solchen Rastermikroskop 
kann dann durch Verkieinern der Rasterung auch in der 
lateraien Richtung eine bessere Ortsauf I6sung erzielt werden. 

Ferner ist es vorteilhaft/ wenn der Stimulationsiichtstrahl 
hinsichtlich des Anregungslichtstrahls in der Fokalebene 
lateral versetzt ist. Durch diese Anoirdnung wird eine Ver- 
schmalerung der effektiven Punktabbildungsfunktion der Vor- 
richtung in iateraler Richtung bewirkt. Auch kann es giinstig 
sein, wenn der Stimulationsiichtstrahl hinsichtlich des 
Anregungslichtstrahls entlang der optischen Achse versetzt 
ist. Dann wird eine Verbesserung der Ortsauf losung der 
Vorrichtung in axialer Richtung bewirkt. 
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Vorteilhafterweise kann wenigstens ein weiterer von der 
Lichtquelle kommender Stimulationslichtstrahl voraesehen 
sein, dessen IntensitStsverteilurtg im Fokalbereich des 
Objektivs von der Intensitatsverteilung der iibrigen 
Stimulationsstrahlen verschieden 1st. Bei dieser Anordnung 
werden die Intensit&tsverteilungen der zusatzlichen 
Stimulationsstrahlen ebenfalls der Intensitatsverteilung des 
Anregungslichtstrahis im Fokalbereich des Objektivs liber- 
lagert, wodurch eine weitere VerschmSlerung der effektiven 
Punktabbildungsfunktion der Vorrichtung erzielt wird. Die Art 
der Verschm&le.rung der effektiven Punktabbildungsfunktion 
kann durch die raumliche Anordnung der Stimuiationslicht- 
strahlen entsprechend gewahlt werden* Glinstigerweise kcnnen 
die Stimuiationslichtstrahlen hinsichtlich des Anregungs- 
lichtstrahls raumlich syiaiaetrisch angeordnet werden. Dann 
wird eine r&umlich symmetrische VerschmSierung des 
Hauptmaximums der effektiven Punktabbildungsfunktion im 
Fokalbereich erzielt, Z. E. ktthnen die Stimuiations- 
lichtstrahlen derart angeordnet werden, dali sie durch einen 
zu dem Anregungslichtstrahi konzentrischen Kreisring 
verlaufen. Dabei konnen die Stimulationsstrahlen zueinander 
jeweils einen gleichen Abstand aufweisen. Auf diese Weise 
wird das Hauptnaximum der Intensitatsverteilung des 
Anregungslichtstrahls sozusagen von mehrdren Seiten gleich- 
mSflig verschm&lert . Auch weitere Anordnungen der stimuia- 
tionslichtstrahlen sind mttglich und die genaue Auswahl der 
Anordnung ist den Fachinann tiberlassen. 

Gemafi einer glinstigen Weiterbildung der Erfindung kann die 
Lichtguelle einen Laser umf assen, der Lichtanteile unter- 
schiedlicher Welieniangen emittiert. Das Licht der einen Wel- 
ieniange wird denn als Anregungsiicht verwendet* Die Welien- 
iange des Lichtes ist dabei so zu wahlen, daB der Energiezu- 
stand der Probe damit angeregt werden kann* Der Lichtanteil 
mit der anderen Welieniange wird fttr das Stimulations licht 
gew&hlt. Die Welieniange mufl so gewahlt sein, daft die Probe 
in dem angeregten Zustand liber stimulierte Emission abgeregt- 



WO 95/21393 



PCT/DE95/00124 



6 

werden kann. In Norznalfali sind die fiir das Anregungsiicht 
und das Stimuiaticnslicht erf order lichen Weilenlangen vonein- 
ander verschieden. FUr den Fall, daa diese Weilenlangen 
gleich sind/ genugt es selbstverstandlich/ einen Laser' zu 
verwenden, der nur eine Welleni£nge emittiert. 

Auch kann es vorteilhaft sein, wenn die Lichtquelie wenig- 
stens zwei Laser uiafaJ3t, die Licht unterschiedlicher Wellen- 
langen emittieren. Dann dient der eine Laser zum Erzeugen des 
Anregungslichtes und der/die andere/n Laser zum Erzeugen des 
Stimulationslichtes . Es k5nnen entweder rnit einezn Laser meh- 
rere Stimulationslichtstrahien erzeugt werden, was etwa durch 
eine geeignete Blende oder durch geeignetes Anordnen von 
Spiegeln moglich ist oder es konnen mehrere Laser zurc 
Erzeugen je eines oder mehrerer Stimuiationsstrahlen 
verwendet werden. Die Verwendung von Lasern als Lichtquelie 
hat ferner den Vorteil, dafi raumlich stark lokaiisierbare 
Lichtstrahlen mit hoher Intensit&t zur Verfligung stehen- 

Giinstigerweise kann ein Dauerstrichiaser vorgesehen sein, der 
das Anregungsiicht aussendet. Durch das Verwenden von Dauer- 
strichlasem wird die Anordnung kostengunstig. Es kann wenig- 
stens ein Laser vorgesehen sein, der Lichtpulse zeitlicher 
Abfolge aussendet. Giinstigerweise erzeugt ein Laser, der 
Lichtpulse zeitlicher Abfolge aussendet, das Stimulations- 
licht. 

Eine vorteilhafte Anordnung besteht darin, dafc ein Dauer- 
strichiaser zum Erzeugen des Anregungslichtes und wenigstens 
ein Laser, der Lichtpulse in zeitlicher Abfolge ausstrahlt, 
zur Erzeugung .des Stimuiaticnslicht verwendet wird, Dabei 
wird die Zeit, vinnerhalb der das Luinineszenziicht vom Detek- 
tor erfafit werden soli/- durch die Pulsdauer des Stimulations- 
lichtes bestiiwnt. Dabei ist es vorteilhaft, wenn die Puls- 
dauer des Lasers, der das Stimulationslichc ausstrahlt, lO*" 2 - 0 
bis 10~ 5 s betragt. 
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Gemafi einer weiceren vorteilhaf ten Anordnung wird sowohl das 
Anregungslicht als auch das Stimulatioaslicht von Laserr 
erzeugt, die Lichtpulse in zeitlicher Abfolge aussenden. Die 
Pulsdauer des Anregungslichtes und des Stimulationslichtes 
sollen indiesem Fall kleiner sein als die charakteristischen 
Zeiten fUr die spontane Emission der Probe in dem angeregten 
Energiezustand. Die Pulsdauer des Stiraiilationslichts soli 
grofler sein als die charakteristische Zeit fur einen Zer- 
fallsprozefi des. Endzustandes, in dem sich die Probe nach 
Abregen des Energiezustandes durch stimulierte Emission 
befindet, in einen noch tiefer liegenden . Grundzustand/ Von 
letzterem aus wird die Probe , typischerweise in den 
Energiezustand angeregt. Die Pulsdauer des Anregungslichtes 
betr&gt vorteilhaf terweise i0~15 bis i 0 -9 S ; die Pulsdauer des 
Stimulationslichtes betragt gttnstigerweise 10" 12 bis icr s s. 

Vorteilhaf terweise kann der Laser zur Erzeugung des Stimula- 
tionslichts einen Lichtstrahl nit -gauSformiger Intensit&ts- 
vertei lung aussenden. Dadurch wird in' der Fokalebene eben- 
falls eine gauJJfSrmige rSuraliche Intensit&tsverteiiung 
erzielt* Eine solche Intensit&tsverteilung hat den Vorteil, 
da£ sie keine Nebenmaxxma aufweist, durch weiche die Auf 16- 
sung verschlechtert werden kdnnte. Dies ist insbesondere bei 
den Stimulationsstrahlen vorteiihaft, da diese dem Anregungs- 
lichtstrahl dann so Uberlagert werden konnen, daB sie sich 
dem Hauptmaximur, der Intensitatsverteiiung des Anregungs- 
strahles lateral Uberlappen. In dieseio Fall werden eventuell 
in der Intensitatsverteiiung des Anregungslichtstrahls vor- 
handene Seitenmaxima aufgrund der Wirkung der Stimulations- 
lichtstrahlen in der ef f ektiven Puhktabbildungfunktion eliiai- 
niert. Dabei k5nnen die Stimulationslichtstrahien der 
Intensitatsverteiiung des Anregungslichtstrahis von auBen her 
iiberlagert werden, ohne dafi in der eff ektiven 
Punktabbildungsfunkrion neue Nebemnaxima entstehen. In diesem 
Fall wird eine, deutliche Verschm&lerung des Hauptroaximuius der 
eff ektiven- Punktabbiidungsf unktion erzielt, ohne daB 
NeJ^enmaxima auf tret en. 
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Auch ist es glinstig, wenn die Lichtguelie zur Erzeugung der 
stiiuulierten Emission von hoher • ' Intensit&t ist, so dafl * zwi- 
schen dieser IntensitSt und der Beset sung des Energiezustari- 
des der Probe ein nichtlinearer Zusammenhang besteht* Dadurch 
kann iait dem Stimulationslichtstrahl der angeregte 
Energiezustand in Deckungsbereich der Intensitatsverteilung 
des Anregungs- und des Stimulationslichtes durch stimulierte 
Emission r&umlich sehr scharf begrenzt - abgeregt werden, so 
dafi auch die effektive Punktabbildungsfunktion raumlich sehr 
scharf begrenzt wird und zugieich die Verininderung der 
gesaiaten Lumineszenzintensitat minimiert wird. 

GemaB einem vorteiihaf ten Ausfuhrungsbeispiel der Erfindung 
umfaftt die Separationseinrichtung eine Zeitsteuerungseinrich- 
tung, mit der der Detektcr unmittelbar nach Abklingen eines 
Pulses des Stimulationslichts eingeschaitet werden kann* Wenn 
bei dieser Anordnung sowohl zum Erzeugen des Anregungslichtes 
als auch zum Erzeugen des Separationsiichtes Laser verwendet 
werden, die Lichtpuise zeitlicher Abfoige aussenden/ kann die 
Zeitsteuereinrichtung auch die Laser derart steuern, daft ein 
Stimulationsiichtpuls ausgesendet wird, sobaid ein Anregungs- 
iichtpuls abgekiungen ist. Das Betatigen des Detektors nach 
Abklingen des Pulses des Stimulationslichtes kann dann mit 
der gleichen Zeitsteuerungseinrichtung erfolgen. Die bevor- 
zugten Pulsdauern der Laser wurden oben bereits genanht. Es 
ist ein einf aches und sauberes Heraustrennen des 
Emissionlichts der Probe mfiglich, auch dann, wenn das 
Anregungslicht gleiche Welleniange wie das Emissionsiicht 
hat, Der Aufbau der Vorrichtung wird mechanisch einfach, da 
keine weiteren Filterelemente verwendet werden mtissen. 

Gemail eineia anderen vorteiihaf ten Ausfuhrungsbeispiel der Er- 
findung kann die Separationseinrichtung ein dem Objektiv vor- 
geschaltetes Poiarisationselement zum Polarisieren des Stimu- 
lationslichts und ein dem Objektivs nachgescbaltetes Poiari- 
sationselement zun . Polarisieren des zum Detektor gehenden 
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Lichts alt einer orthogonalen Durchlafirichtung zu der des dent 
Objektiv vorgeschaltet en Polarise tionselements umfassen. Vor- 
bzw. nachgeschaltet bedeutet hier sowohl raumlich als auch in 
Laufrichtung des Lichtes vor bzw. nach dem Objektiv. Dadurch 
ist es moglich, das Emissionlicht von dem Stimulationslicht 
bei gleichen Wellenlangen zuverlSssig voneinander zu trennen. 
Es kann auch ein Polarisationselement zum Polarisieren des 
Anregungslichts dem Objektiv vorgeschaltet angeordnet sein 
uhd ein wei teres Polarisationselement dem Objektiv 
nachgeschaltet sein, welches zu dem Polarisationselement zum 
Polarisieren des zum Detektor gehenden ' Lichts eine 
orthogonale Durchlafirichtung aufweist. So kann das von der 
Probe emittierte Licht auch von dem Anregungs licht getrennt 
werden. Auch ist es vorteilhaft, wenn die Separations- 
einrichtung wenigstens ein Wellenlangenfilter aufweist. " Mit 
den WellenlSngenfiltern kann das von der Probe emittierte 
Licht von dem Anregungslicht heraussepariert werden, wenn 
unterschiedliche 'Wellenlftngen vorliegen. Ein Wellenlangen- 
filter ist dem Objektiv nachgeschaltet. Als Wellenlangenfil- 
ter k^nnen Farbfilter, dichroitische Filter, Monochromatoren, 
Prismen etc, verwendet werden. Ferner kann die 
Separationseinrichtung einen dichrbitischen Spiegel aufwei- 
sen. Der Spiegel ist dann zwischen der Lichtquelle und dem 
Objektiv angeordnet, so daJ5 das von * der Probe emittierte 
Licht von dem dichroitischen Spiegel, wenn es eine bestimmte 
Wellenlange aufweist, in den Detektor gelenkt wird. 

Gem&fi einer gtlnstigen Weiterbiidung der -Erfindung kann der 
Detektor ein Punktdetektor sein. Dem Detektor kann ein Fokus- 
sierungselement und eine Blende vorgeschaltet sein, wobei die 
Blende in einer zur Fokaiebene des Objektivs optisch 
konjugierten -Ebene angeordnet ist- Die Blende ist 
beispielsweise eine Lochbiende, wobei ihr Durchmesser 
vorzugsweise so groft ist, dafi ihr Bild im Probenbereich in 
der Gr6fienordnung der Ausdehnung der effektiven Punktabbil- 
dungs funktion ist, das man bei der Wellenlange des zu detek- 
tierenden Lichtes hat. Die Punktabbildungsf unktion der 
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Vorrichtung ergibt sich aus dem Produkt der effektiven 
Punktabbildungsfunktion una der Detektionspunkt-Abbildungs- 
funktion. Aufgrund des Punktdet-ektors wird also sine 
zus&tzliche Verschm&lerung des Hauptmaximums der Punktabbil- 
dungsfunktion der Vorrichtung und damit eine weitere 
Verbesserung der Aufldsung erzielt. 

Eine weitere Verbesserung der Ortsauflosung der Vorrichtung 
kann dadurch erzielt werden, daft zwischen der Lichtquelle und 
dem Objektiv ein ftir die Welienlange des Stimulationslichts 
durchlassiges Filterelement angeordnet ist, welches fiir die 
Welleniange des Anregungslichts einen undurchl&ssigen 
Mittenbereich und einen durchiassigen Auflenbereich aufweist. 
Ein solches Filterelement verlagert in der Intensitats- 
verteilung des Anregungslichtes im Fokalbereich Licht aus dem 
Hauptmaximum in die Beugungsnebenmaxima, wobei das Haupt- 
maximum deutiich verschmalert wird. Dies ftthrt zu einer 
weiteren VerschmSlerung der effektiven Punktabbildungs- 
fuktion. Die IntensitMtszunahme in den Nebenmaxima der 
Intensit&tsverteilung des Anregungslichts ist in diesem Fall 
nicht storend/ da diese aufgrund der Intensitatsverteiiung 
des Stimulationslichts in der effektiven Punktabbildungs- 
funktion unterdriickt werden, da sich die Intensitatsvertei- 
lungen teilweise uberlappen. 

Im folgenden wird die Erfindung anhand der Zeichnung naher 
beschrieben. Es zeigen: 

ein schematische Darstellung eines AusfUhrungsbei- 
spiels der erf indungsgem&fien Vorrichtung, 
ein Beispiel far die Intensit&tsverteiiung des Anre- 
gungslichts und fur die Intensit&tsverteilungen des 
Stimulationslichts in der Fokalebene des Objektivs 
der erfindungsgem£fcen Vorrichtung und 
die effektive Punktabbildungsfunktion in der Fokal- 
ebene .des Objektivs der erf indungsgem&fien Vorrich- 



Figur i 
Figur 2 

Figur 3 
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Figur 1 zeigt als Ausftthrungsbeispiel der erf indungsgemafien 
Vomchtung die Anordnung eines Rastenrtikroskops, Das Raster- 
mikroskop umfaJit eine Lichtguelie 1 mit einem Laser 2 zum 
Aussenden von Anregungslicht und einem Laser 3 zum Aussenden 
von Stimulationslicht. Ferner sind dichroitische Spiegel 4 
und 5 und ein Objektiv 6 vorgesehen, mit denen das von. den 
Lasern 2 und 3 kommende Anregungslicht und Stimulations! icht 
auf einen Probenpunkt 7 der Probe 8 gelenkt bzw. fokussiert 
wird. Der Probenpunkt 7 hat dabei eine Ortsausdehnung, welche 
bier eine Fiachenausdehnung ist. Ein Detektor 9 ist zum 
Nachweis des von der Probe 8 emittierten Emissionslichts an- 
geordnet, welches mit dem dichroitischen Spiegel 5 aus den 
Anregungslicht 18 heraussepariert wird- Die Probe ist auf 
einem Positioniertisch 10 angeordnet . . Zwischen der Licht- 
quelle 1 und dem Objektiv 6 ist eine Strahlrastereinrichtung 
11 zum gesteuerten Abrastern der Probe 8 mit dem' Anre- 
gungslicht und dem Stimulationslicht vorgesehen. Die Licht- 
quelle 1 umfafct zusatziich zu den Lasern 2 und 3 Linsen 12 
und 13 sowie eine Blende 14. Kit der Linse 12 wird der von 
dem Laser 2 kommende Laserstrahl auf die Blende 14 fokus- 
siert. Die Linse 13 client zur Anpassung der Divergenz des 
Anregungslichtstrahls und der Stimulaticnslichtstrahlen, 
damit sie in der gleichen Ebene mit Kilfe des Objektivs 6 
fokussiert werden konnen. Ais Blenden werden liblicherweise 
Lochblenden* verwendet. Hinter dem Laser 3 sind ein Strahl- 
teiler 23 und ein Spiegel 24 zum Aufteilen des von dem Laser 
3 kommenden Strahls in zwei Stimulations lichtstrahl en 17 
angeordnet. Die Anordnung ist so gew&hlt, dafi der Anregungs- 
lichtstrahl und die Stimulationslichtstrahlen derart auf den 
Spiegel 4 auftreffen, daJ5 sich die Intensitatsverteilungen 
der Strahlen hech- Umlenken an dem Spiegel 5 und Durchlaufen 
des Objektivs 6 im Fokalbereich des Objektivs- 6 teilweise 
decken. 



In dem gezeigten Ausf Uhrungsbeispiel sind zwei Stimulations- 
lichtstrahl gezeigt. Es konnen aber auch nur ein oder noch 
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weitere Stimulatiohslichtstrahlen verwendet werden. Hierzu 
kennen entweder weitere Laser mit zu dem Strahlengang des 
Lasers 3 analoger. Strahlengangen verwendet werden, wobei die 
Strahien in geeigneter Wsise auf. den Spiegel 4 und von dort 
iiber den Spiegel 5 und das Objektiv 6 auf den Probenpunkt 7 
gelenkt werden. Es kann aber auch wie gezeigt ein Laser 3 
verwendet werden, und der von dem Laser 3 kommende 
Stimulationslichtstrahl ttber weitere Strahlteiler in einzelne 
Stimulationslichtstrahlen zerlegt werderi. Wichtig ist, dafi 
die Stxmulationslichtstrahlen alie derart angeordnet sind, 
daB sich ihre Intensitatsverteilungen im Fok'albereich des 
Objektivs 6 teilweise mit der Intensit&tsverteilung des Anre- 
gungslichtstrahls decken. Die Laser 3 bzw. die dazugeh$rigen 
nicht dargestellten Strahlelemente, wie Strahlteiler, Linsen, 
etc. mttssen derart angecrdnet sein, daB sich eine gewtinschte 
vorherbestimmte Anordnung der Intensitatsverteilungen im 
Fokalbereich des Objektivs 6 ergibt. Z,. B» k£nnen verschieden 
Stimulationslichtstrahlen auf einem Kreisring angeordnet 
sein, durch dessen Mittelpunkt der von dem Laser 2 kominende 
Anregungslichtstrahl 16 verlauft. 

In dem Punkt 7 wird der Eneirgiezustand der Probe 8 mit dem 
dort auf tref fenden Anregungslichtstrahl 16 angeregt. Die Wel- 
lenl&nge des Anregungslichts ist geeignet zum Anregen dieses 
Energiezustandes gewahlt, Durch Auf tref fen des von dem Laser 
3 kommenden Stimulationslichtstrahl 17 wird der mit dem Anre- 
gungslicht angeregte Energiezustand der Probe 8 Uber stimu- 
lierte Emission in einem tief erliegenden Zustand abgeregt* 
Hierzu kann der Laser 3 das Stimulationslicht als Lichtpulse 
zeitlicher Abfoige aussenden. Das von der Probe 3 spontan 
emittierte Emissionslicht wird durch das Objektiv 6 und den 
Spiegel 5 in den Detektor 5 gelenkt und dort nachgewiesen. In 
der gezeigten Darstellung wird das Emissionslicht zum 
Nachweis in dem Detektor S von dem Anregungslicht 16 durch 
den dichroitischen Spiegel 5 getrennt. Dies ist mSglich, da 
in der Regel das Anregungslicht 16 eine andere Welienlange 
hat als das Emissionslicht IS. Zur weiteren Verbesserung der 



WO 95/21393 



PCT/DE95/00124 



13 

Selection des Emissionslichts IS aufgrund seiner Wellenlange 
ist vor dem Detektor 9 ein Farbfilter 19 angeordnet. 

Ferner ist ein dem Objektiv 6 vorgeschalteter Polarisator 20 
5 zxm Polarisieren des Stimulationslichts 17 und ein dem Objek- 
tiv 6 nachgeschalteter Polarisator 21 zum Polarisieren des 
zum Detektor gehenden Lichts vorgesehen. Die Polarisatoren 20 
und 21 haben eine zueinander orthogonale Durchlafirichtung, 
Mit Hilfe der Polarisatoren 20 und 21 l&flt sich das von der 

10 Probe 8 koimaende Emissionslicht von dem Stimulationslicht 
trennen. Die Polarisatoren 20, 21 sind erfofderlich, da das 
Stimulationslicht und das Emissionslicht gleiche Wellenlangen 
aufweisen und sorait nicht durch Farbfilter voneinander trenn- 
bar sind. Ferner ist dem Farbfilter 19 und dem Polarisator 21 

15 eine Lochblende 15 vorgeschaltet, die sich in einer zur 
Fokalebene des Objektivs optisch konjugierten Ebene befindet. 
Alternativ kann das von der Probe kommende Emissionslicht von 
dem Stimulationslicht bzw* dem Anregungslicht dur.ch eine 
nicht dargestelite Zeitsteuerungseinrichtung getrennt werden. 

20 Dies ist dann moglich, wenn der Laser 3 Stimulations- 
lichtpuise in zeitlicher Abfoige und der Laser 2 Anregungs- 
lichtpulse in zeitlicher Abfoige aussenden. Die Zeit- 
steuerungseinrichtung Eiufi den Detektor unmittelbar nach 
Abklingen eines Pulses des Stimulationslichts einschalten. 

25 Auf diese Weise kann das Emissionslicht einfach una 
zuverlSssig von dem Stimulationslichts getrennt werden. Das 
Filter 19 und Polarisatoren 20, 21 konnen je nach Bedarf 
zusatzlich wie in Figur 1 gezeigt, angeordnet werden. 

30 Der Strahirastereinrichtung 11 ist eine Linse 22 vorgeschal- 
tet/ mit der der Anregungslichtstrahl 16 und die Stimulati- 
ons lichtstrahlen 17 in die Strahirastereinrichtung II fokus- 
siert werden. Mit der Strahirastereinrichtung II werden der 
Anregungslichtstrahl 16 und der Stimulationslichtstrahl 17 so 

35 gesteuert, dafi sie die Punkte 7, 7',... der Probe 6 in einer 
gewiinschten Reihenfolge abrastern. In jedem der Punkte 7, ,7' 
wird die oben beschriebene Messung durchgef tihrt . 
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In Figur 2 sine! die Intensi tats vert ei lung 25 des Anregungs- 
lichtstrahis una die Intensitatsverteilungen 2 6 zweier Stimu- 
lationslichtstrahien 17 dargestellt . Die Intensitatsvertei- 
lung 25 des Anregungslichtstrahls 16 hat ein Haupt maximum und 
dszu symmetrische Nebenmaxima in lateraier Richtung. Die 
IntensitStsverteilung 2 6 der Stimulationsstrahlen 17 sind 
jeweils gauBfdrmig. Die Maxima der Gaufiverteilungen des Sti- 
mulations lichts sind hinsichtlich des ; Maximums der inten- 
10 sitStsverteilung 25 des Anregungslichtes lateral versetzt. Es 
ist eine symmetrische Anordnung gewahlt, bei der die beiden 
Stimulationslichtstrahlen in entgegengesetzte Richtung mit 
gleichem Abstand hinsichtlich der Mittelachse durch die 
IntensitStsverteilung 25 des Anregungs lichts verschoben sind. 
IS Die Intensitat des Stimulationslichts ist deutlich grSBer als 
die Intensitat des Anregungs 1 i chts . Die Intensitat des 
Stimulationslichtstrahis ist so gewahlt, . daft zwischen dieser 
Intensitat und der Beset2ung des Energiezustandes der Probe 
ein nichtlinearer Zusammenhang besteht. 

20 

In Figur 3 ist die effektive Punktabbildungsfunktion in der 
Fokalebene des Cbjektivs dargestellt, in weiche die Inten- 
sitat sverteiiungen der Figur 2 eingehen. Die effektive 
Punktabbildungsfunktion bestimmt die Ortsauf I6sung eines 

25 Rastermikroskops . Wie man der Figur entnimmt/ weist die 
resultierende effektive Punktabbildungsfunktion ein Maximum 
auf, dessen Halbwertsbreite deutlich schmaler ist als die 
Halbwertsbreite der Intensitatsverteilung des Anregungs- 
lichts, vergleiche Figur 2* Zudem sind durch die 
.30 Gesamtwirkung der in Figur 2 dargestellten Intensit&tsver- 
teilungen die in dem Anregungs I icht enthaltenen Nebenmaxima 
eliminiert. Aufgrund des Zusammenwirkens des Anregungs- 
lichtstrahls und der stimulationslichtstrahlen erhalt man 
also eine effektive Punktabbildungsfunktion mit einer erheb- 

35 lichen Verbesserung in der lateralen Auflosung, da sowohl die 
Halbwertsbreite der effektiven Punktabbildungsfunktion erheb- 
lich reduziert wird, als auch die in der Intensitats- 
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verteilung des Ar.regungslichts enthaltenen Nebenmaxima eiimi- 
niert werden, verglichen mit der effektiven Pun kt abb il dungs - 
funktion eines herkSmrolichen Fluoreszenzmikroskops, die iden- 
tisch mit der Jntensit&tsverteilung des Anregungslichtes im 
Fokalbereich des . Objektives i$t. Aufgrund von Rechen- 
ergebnissen kann durch das erf indungsgema&e Verfahren die 
laterale Auflosung eines Rastermikroskops urn etwa einen 
Faktor 5 verbessert werden. Die in den Fig. 2 una 3 
dargestellten Kurven sind eine prinzipielle, nicht 
mafistabsgetreue Darsteliung. 

Im folgenden wird das er£indungsgema£e Verfahren anhand der 
Figur 1 beschrieben. In dem dort geaeigten Rastermikroskop 
wird mit dem Positioniertisch 10 die Probe 8 in eine 
bestimmte Position der cptischen Achse A gebracht. Die Laser 
2, 3 sowie die Linsen 12, 13, die Blende 14, der Strahlteiler 
23 und der Spiegel 24 werden so angeordnet, dafi die 
Stimulationslichtstrahien 17 und der Anregungslichtstrahl 16 
von dem Spiegel 5 und dem Objektiv 6 auf einen gew&hlten 
Probenpunkt 7 gelenkt werden. Die Stimulationslichtstrahien 
17 werden so ausgerichtet, dafi ihre Intensit&tsverteilungen 
sich im Fokalbereich des Objektivs 6 mit der Intensit at s ver- 
teilung des Anregungslichtstrahls 16 auf eine gewtlnschte 
Weise decken. Das Filter 19 und die Polarisatoren 20, 21 
werden so angeordnet, dafi das von der Probe in dem Proben- 
punkt 7 emittierte Emissionslicht von dem Anregungslicht und 
dem Separationslicht heraussepariert und in den Detektor 9 
gelenkt und dort nachgewiesen wird. Nach dieser Messung wird 
ein neuer Probenpunkt 7 T ausgewShit. .Hierzu werden der Anre- 
gungslichtstrahl 16 und der S.timulationslichtstrahl 17 auf 
den Probenpunkt 7' gelenkt. Dort erfolgt die Messung auf die 
gleiche Weise wie in dem Probenpunkt 7. Danach werden der 
Anregungslichtstrahl 16 und die Stimulationslichtstrahien 17 
von der Strahirastereinrichtung 11 auf einen weiteren 
Probenpunkt gelenkt, bis die Probe 3 in dem gewUnschten 
Bereich in lateraier Richtung abgerastert und gemessen ist. 
Dann wird der Positioniertisch 10 in Richtung der optischen 
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Achse A verschoben. In dieser stellung der Probe 8 . beginnt 
wiederum der gesamte Mefiablauf. Auf diese Weise kann , die 
Probe 8 dreidimensional abgerastert und geraessen werden. 
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Patentanspriiche 

i. Vorrichtung zum optischen Messen eines Probenpunktes einer 
Probe mi t hoher Ortsauf 16sung, 

mit einer Lichtquelle zum Aussenden eines zum Ariregen eines 
Energiezustandes der Probe geeigneten Anrsgunslichtstrahis, 
einem Objektiv zum Fokussieren des Anregungslichtstrahls 
auf den Probenpunkt der im Fokalbereicb des Objektivs 
anordenbaren Probe/ 

einer Separationseinrichtung zum Herausseparieren des von 
der Probe aufgrund der Anregung des Energiezustandes spon- 
tan abgestrahlten Emissionsiichts und 
einem Detektor zum Nachweis des Emissionslichts, 
gekennzeichnet durch 

einen von der Lichtquelle (1) kommenden Stimulationslicht- 
strahl (17) zum Erzeugen stimulierter Emission der von dem 
Anregungslichtstrahl (16) • angeregten Probe (8) in dem 
Probenpunkt (7) f 

wobei der Anregungslichtstrahl (16) und der Stimulations-, 
lichtstrahl (17) derart angeorgnet sind, 'dafl sich ihre 
Intensitatsverteilungen (25, 26) im Fokalbereich teilweise 
decken* 

2* Vorrichtung nach Anspruch 1 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Probe (8) auf einem Positioniertisch (10) angeord- 
net ist/ mit dem eine mechanische Rasterbewegung zumindest 
in Richtung der optischen Achse (A) durchftihrbar ist. 

3* Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zwischen der Lichtquelle (1) und dem Objektiv (6) eine 
Strahlrastereinrichtung (11) zum gesteuerten Abrastern der ■ 
Probe (8) mit dem Anregungslichtstrahl (16) und dem Stimu- 
lations lichtstrahl (17) vcrgesehen ist. 
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4. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspruche/ 
dadurch gekermzeichnet, . 

da/S der Stimulationslichtstrahl {17} hinsichtlich des Anre- 
gungslichtstrahls (16) in der Fokaiebene lateral versetzt 
ist. * 

. 5. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daS der Stimulations! ichtstrahl (17) hinsichtlich des Anre- 
gungslichtstrahls (16) entlanc der optischen Achse versetzt 
ist, 

6. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafl wenigstens ein weiterer von der Lichtquelle (1) kommen- 
der Stimulationslichtsrahl (2.7) vorgesehen ist, dessen In- 
tensitatsverteilung (26) im Fokalbereich des Objektivs (6) 
von der IntensitStsverteilung (26) der ubrigen Stimulati- 
onslichtstrahlen verschieden ist. 

7. Vorrichtung nach einem' der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet/ 

daft die Stimulaticnsiichtstrahlen (17) hinsichtlich des 
Anregungslichtstrahls (16) raur.lich syrnmetrisch angeordnet 
sind* 

8> Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Lichtquelle (1) einen Laser umfaBt, der Lichtan- 
teile unterschiedlicher Welienl&ngen emittiert. 

9. Vorrichtung -nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, . 

dafl die Lichtquelle (1) wenigstens zwei Laser (2, 3) 
umfafit, die Licht unterschiedlicher Welienlangen 
emittieren. 
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10. Vorrichtung nach einem der vorangehenden. AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi wenigstens ein Dauerstrichiaser (2} vorgesehen ist, der 
das Anregungslicht aussendet, 

11. Vorrichtung nach einem der vorangehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft wenigstens ein Laser (2, 3) vorgesehen ist, der 
Lichtpulse zeitlicher Abfolge aussendet. 

12. Vorrichtung nach Anspruch 11, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi ein Laser (3), der Lichtpulse zeitlicher Abfolge 
aussendet, das Stimulations licht erzeugt. 

13- Vorrichtung nach einem der vorangehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB der Laser (3) zur Erzeugung des Stimulaticnslichts 
einen Lichtstrahl mit einem Gaufi-f ttrmigen Profil aussendet* 

14* Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprtiche/ 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Lichtquelle (1) zur Erzeugung der stimulierten 
Emission von hoher Intensit&t ist, so daB zwischen dieser 
Intensitat und der Besetzung des Energiezustandes der Probe 
ein nichtlinearer Zusaromenhang besteht. 

15* Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi die Separationseinrichtung eine Zeitsteuerungseinrich- 
tung umfafit, mit der der Detektor (9) unmittelbar nach 
Abklingen eines Pulses des Stimulationslichts eingeschaltet 
werden kann* * 

16. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Ansprtiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daft die Separationseinrichtung ein dera Objektiv (6) vorge- 
schaltetes Polarisationselement (20) zum Polarisieren des 
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Stimulationslichts und ein dem Objektiv nachgeschaltetes 
Polarisationselement (21) zum Polarisieren des zuiu Detektcr 
(9) gehenden Lichts mit einer orthogonalen DurchlaBrichtung 
zu der des dem Objektiv (9) vorgeschalteten Polarisations- 
element (20^ umfaBt. 

17. Vorrichtung nach einem der vorangehenden. Anspriiche/ 
dadurch gekennzeichnet , 

daJi die Separationseinrichtung wenigstens ein Wellenlangen- 
filter (IS) aufweist. 

18* Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet/ 

dafi die Separationseinrichtung einen dichroitischen Spiegel 
(5) aufweist. 

19. Vorrichtung nach einem der vorangehenden Anspriiche, 
dadurch gekennzeichnet, 

dafi der Detektcr (9) ein Punktdetektor ist, der in einer 
zur Fokalebens des Objektivs (6) optisch konjugierten 
Ebene angeordnet ist. 

20. Vorrichtung nach einem der vorangehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet/ 

dafi dem Detektor (9) ein Fokussierungselement und eine 
Blende (15) vorgeschaltet sind, wobei die Blende (15) in 
einer zur Fokalebene des Objektivs (6) optisch konjugierten 
Ebene angeordnet ist. 

21. Vorrichtung nach einem der vorangehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB zwischen der Licht quelle (1) und dem Objektiv (6) ein 
fur die Welleniange des Stimulationslichts durchi&ssiges 
Filterelement angeordnet ist, welches fur die Weileniange 
des Anregungslichts einen undurchlassigen Mittenbereich und 
einen durchl&ssigen Aulienbereich auf-weist. 
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22 • Verfahren zum cptischen Messen eines Probenpunktes einer 
Probe mit hoher Ortsauf ISsung, 

bei dem ein Ar.regungslichtstrahl auf den zu messenden Pro- 
benpunkt mitteis eines Objektivs fokussiert wird und dort 
5 den Energiezustand anregt/ und bei dem das von dem Proben- 

punkt aufgrund der Anregung des Energiezustands spontan 
emittierte Emissionslicht heraussepariert und nachgewiesen 
wird, 

dadurch gekennzeichnet, 

10 daft die von dem Anregungslichtstrahl (16) angeregte Probe 

(8) in dem Probenpunkt (7) durch einen Stimulationslicht- 
strahl (17) zu stimulierter Emission veranlafit wird f wobei 
sich die Intensit&tsverteilungen (25, 26) des Anregungs- 
lichtstrahls (16) und des Stimulationslichtstrahls (17) im 

15 Fokalbereich des Objektivs (6) teilweise decken* 

23. Verfahren nach einem der vorangehenden AnsprUche, 
dadurch gekennzeichnet, 

daB die Probe (8) mit dem Anregungslichtstrahl (16) und dem 
20 Stimulationslichtstrahl (17) abgerastert wird. 
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